单倍型造血干细胞移植已成为对缺乏HLA相合同胞供者的恶性血液病患者颇具吸引力的一种可选择的异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）模式[@b1]。近年来，我所建立的非体外去T细胞单倍型骨髓联合外周血造血干细胞移植（haploidentical blood and marrow stem cell transplatation, HBMT）模式取得了与血缘或非血缘全相合造血干细胞移植相当的疗效[@b2]--[@b3]。Mo等[@b4]研究发现，接受HBMT治疗的高危Ph阴性急性淋巴细胞白血病（ALL）第1次完全缓解期（CR1）患者可取得与标危患者相当的临床疗效，提示HBMT可能能够克服移植前疾病状态对Ph阴性ALL CR1患者预后的不良影响。

allo-HSCT疗效与多种因素相关，其中良好免疫重建是移植成功的关键因素之一[@b5]--[@b6]，移植后固有免疫及适应性免疫细胞的良好重建不但可以减少病原微生物感染进而减少移植相关死亡（transplantation related mortality, TRM），同时有助于发挥移植物抗白血病（graft verse leukemia, GVL）效应而降低复发率。国内外已有多个中心研究证实早期快速T细胞及B细胞重建可改善患者预后[@b7]--[@b8]。因此我们推测HBMT后高危组与标危组患者的免疫重建可能相当，从而克服了高危患者的不良预后。本研究中我们通过回顾性研究比较高危组与标危组Ph阴性ALL患者的免疫重建规律，验证上述假设。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：回顾性分析2010年1月至2012年12月在我院行HBMT的Ph阴性ALL CR1患者资料，纳入存在完整的连续早期免疫重建数据（+30 d、+60 d及＋90 d）的患者49例。中位年龄为19(3\~52）岁，其中成人（≥18岁）29例，儿童（\<18岁）20例；男女比为2.06∶1; T-ALL 16例，B-ALL 33例。本临床研究获得北京大学人民医院伦理委员会批准。

2．移植过程：预处理方案：阿糖胞苷4 g·m^−2^·d^−1^，静脉滴注，−10\~−9 d；注射用白消安0.8 mg/kg，每6 h 1次，静脉滴注，−8\~−6 d；环磷酰胺1.8 g·m^−2^·d^−1^，静脉滴注，−5\~−4 d；司莫司汀250 mg/m^2^，口服，−3 d；兔抗人胸腺细胞球蛋白（rATG，法国Genzyme公司产品）2.5 mg·kg^−1^·d^−1^，静脉滴注，−5\~−2 d。供者接受G-CSF 5 µg·kg^−1^·d^−1^动员5\~6 d。动员后第4天采集骨髓，第5天采集外周血干细胞，采集目标值为单个核细胞（MNC）计数（4\~6）×10^8^/kg。移植物抗宿主病（GVHD）预防采用环孢素A＋短程甲氨蝶呤＋霉酚酸酯方案，GVHD的治疗联合或单药应用糖皮质激素、CD25单抗、ATG、硫唑嘌呤、他克莫司等[@b3]。

3．免疫重建及移植物CD34^+^细胞检测：应用肝素钠抗凝管采集患者外周血，全血直接标记流式抗体（均购自美国BD公司），溶血洗涤后上机检测。抗体包括CD3-APC、CD4-PerCP、CD8-PE、CD45RA-FITC、CD45RO-PE、CD19-APC、CD28-FITC及CD25-APC。CD34^+^细胞计数检测参见文献[@b9]方法。

4．定义：粒细胞植活：连续3 d中性粒细胞绝对值\>0.5×10^9^/L。血小板植活：连续7 d外周血PLT\> 20 × 10^9^/L且脱离血小板输注。急性GVHD (aGVHD）及慢性GVHD (cGVHD）的诊断及分级参照文献[@b10]--[@b11]方法。非复发死亡（NRM）：非原发病复发导致的死亡。复发：包括骨髓原始细胞比例\>5％和髓外复发（腰椎穿刺发现原始细胞或活检证实髓外白血病浸润）。无白血病生存（LFS）：移植后无白血病复发及死亡。总生存（OS）：移植后无死亡事件。成人高危组患者需至少满足以下1项[@b12]：①预后差相关染色体核型\[t(4;11）、亚二倍体、复杂染色体核型（≥5个染色体异常）\]；②年龄≥ 35岁；③初诊高外周血WBC（B-ALL患者外周血WBC≥30×10^9^/L、T-ALL患者外周血WBC≥100×10^9^/L）；④诱导缓解时间大于28 d。儿童高危组患者需至少满足以下1项[@b13]：①诊断时外周血WBC≥100×10^9^/L；②t(4;11）或MLL-AF4融合基因阳性；③早期治疗反应不佳；④初治诱导缓解治疗失败。

5．统计学处理：采用SPSS 19.0软件进行数据分析。计量资料应用Mann-Whitney *U*秩和检验，率的比较采用χ^2^检验，生存率及生存分析采用Kaplan-Meier法估算，组间差异性比较用Log-rank检验。检验标准*α*=0.05（双侧），*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．患者一般特征：见[表1](#t01){ref-type="table"}。49例患者中，标危组18例，成人高危组16例，儿童高危组15例。三组在疾病免疫分型、供受者血型、采集物MNC计数及CD34^+^细胞计数等方面差异均无统计学意义，供受者关系比较中存在差异，儿童高危组父供子女13例，母供子女1例及同胞供者1例。

###### 49例Ph阴性急性淋巴细胞白血病第1次完全缓解期患者临床特征

  临床特征                                  标危组（18例）        成人高危组（16例）    儿童高危组（15例）   *P*值
  ----------------------------------------- --------------------- --------------------- -------------------- -------
  年龄\[岁，*M*（范围）\]                   19（13\~33）          29（19\~52）          13（3\~17）          
  性别\[例数（%）\]                                                                                          0.989
   男                                       12（66.7）            11（68.8）            10（66.7）           
   女                                       6（33.3）             5（31.3）             5（33.3）            
  免疫分型\[例数（%）\]                                                                                      0.412
   T细胞                                    7（38.9）             3（18.8）             6（40.0）            
   B细胞                                    11（61.1）            13（81.3）            9（60.0）            
  供受者性别\[例数（%）\]                                                                                    0.011
   女供女                                   4（22.2）             0                     1（6.6）             
   女供男                                   5（27.8）             6（37.5）             0                    
   男供女                                   2（11.1）             4（25.0）             4（26.7）            
   男供男                                   7（38.9）             6（37.5）             10（66.7）           
  供受者关系\[例数（%）\]                                                                                    0.002
   母供子女                                 8（44.4）             2（12.5）             1（6.7）             
   父供子女                                 9（50.0）             6（37.5）             13（86.7）           
   同胞供者                                 1（5.6）              4（25.0）             1（6.7）             
   子女供父母                               0                     4（25.0）             0                    
  ABO血型\[例数（%）\]                                                                                       0.648
   相合                                     10（55.6）            6（37.5）             6（40.0）            
   主要不合                                 5（27.8）             4（25.0）             4（26.7）            
   次要不合                                 3（16.7）             4（25.0）             4（26.7）            
   主次不合                                 0                     2（12.5）             1（6.7）             
  ATG剂量\[例数（%）\]                                                                                       0.076
   6 mg                                     7（38.9）             4（25.0）             1（6.7）             
   10 mg                                    11（61.1）            12（75.0）            14（93.3）           
  HLA配型\[例数（%）\]                                                                                       0.064
   1个位点不合                              3（16.7）             0                     0                    
   2个位点不合                              6（33.3）             7（43.7）             5（33.3）            
   3个位点不合                              9（50.0）             9（56.3）             10（66.7）           
  MNC中位数\[×10^8^/kg，*M*（范围）\]       8.72（3.40\~12.73）   8.00（6.84\~11.42）   7.60（6.11\~9.29）   0.055
  CD34^+^中位数\[×10^6^/kg，*M*（范围）\]   2.94（0.67\~8.01）    2.18（0.75\~5.10）    2.36（0.81\~5.97）   0.740
  中位随访时间\[d，*M*（范围）\]            874（134\~1 590）     1 166（158\~1 787）   725（100\~1 767）    0.116

注：ATG：抗人胸腺细胞球蛋白；MNC：单个核细胞

2．移植结果：见[表2](#t02){ref-type="table"}。标危组、成人高危组及儿童高危组粒细胞植入时间及血小板植入时间差异均无统计学意义。对比三组患者移植后100 d内aGVHD及2年总cGVHD发生率，差异均无统计学意义，但成人高危组aGVHD发生率（12.5%）有低于标危组（44.4%）、儿童高危组（46.7%）的趋势。三组患者2年LFS及OS率差异均无统计学意义。三组复发率、NRM及CMV血症发生率差异均无统计学意义。

###### 各组Ph阴性急性淋巴细胞白血病第1次完全缓解期患者HBMT预后及并发症比较

  事件                               标危组（18例）   成人高危组（16例）   儿童高危组（15例）   *P*值
  ---------------------------------- ---------------- -------------------- -------------------- -------
  粒细胞植入时间\[d，*M*（范围）\]   13（10\~21）     12.5（10\~20）       14（9\~25）          0.235
  血小板植入时间\[d，*M*（范围）\]   15（9\~100）     16（7\~179）         21（8\~120）         0.744
  急性GVHD\[例数（%）\]                                                                         
   Ⅱ\~Ⅳ度                            8（44.4）        2（12.5）            7（46.7）            0.075
   Ⅲ\~Ⅳ度                            1（5.6）         1（6.3）             3（20.0）            0.223
  慢性GVHD\[例数（%）\]              11（61.1）       8（50.0）            6（40.0）            0.249
  CMV血症\[例数（%）\]               14（77.8）       13（81.3）           12（80.0）           0.969
  2年复发\[例数（%）\]               5（27.8）        5（31.3）            4（26.7）            0.957
  2年非复发死亡\[例数（%）\]         2（11.1）        0                    2（13.3）            0.185
  2年无白血病生存\[例数（%）\]       11（61.1）       11（68.8）           9（60.0）            0.834
  2年总生存\[例数（%）\]             14（77.8）       11（68.8）           9（60.0）            0.529

注：HBMT：非体外去T细胞单倍体相合骨髓联合外周血造血干细胞移植；GVHD：移植物抗宿主病

3．移植后免疫重建：见[表3](#t03){ref-type="table"}。标危组、成人高危组及儿童高危组三组患者移植后总T细胞（CD3^+^）、辅助性T细胞（CD4^+^）、杀伤性T细胞（CD8^+^）、功能性T细胞（CD4^+^CD28^+^及CD8^+^CD28^+^）、记忆T细胞（CD4^+^CD45RO^+^）和初始T细胞（CD4^+^CD45RA^+^）在+30 d、+60 d及＋90 d重建情况差异均无统计学意义。B细胞（CD19^+^）重建在＋30 d和＋90 d组间比较差异有统计学意义。进一步行两两比较，成人高危组在＋30 d（*P*=0.036）和＋90 d（*P*=0.010）均优于儿童高危组。标危组＋30 d B细胞免疫重建优于儿童高危组（*P*=0.027），但在+60 d与+90 d差异无统计学意义。标危组与成人高危组三个时间点B细胞重建差异均无统计学意义。

###### 各组Ph阴性急性淋巴细胞白血病第1次完全缓解期患者HBMT后早期免疫重建比较\[×10^6^/L，*M*（范围）\]

  免疫重建              标危组（18例）               成人高危组（16例）            儿童高危组（15例）            *P*值
  --------------------- ---------------------------- ----------------------------- ----------------------------- -------
  CD3^+^细胞                                                                                                     
   +30 d                99.78（7.83\~1 487.99）      125.80（2.44\~805.38）        134.64（5.45\~962.39）        0.606
   +60 d                919.15（188.20\~2 775.77）   590.82（192.78\~5 459.57）    524.02（80.68\~5 298.63）     0.757
   +90 d                739.36（144.14\~2 859.62）   1 141.33（62.97\~4 297.05）   1 101.42（32.60\~3 418.49）   0.402
  CD4^+^细胞                                                                                                     
   +30 d                24.03（0.87\~160.37）        20.51（0\~317.22）            29.89（0\~195.37）            0.856
   +60 d                146.56（10.96\~366.09）      118.19（18.69\~1 050.87）     91.28（25.79\~403.56）        0.537
   +90 d                92.05（9.93\~400.57）        120.99（7.51\~810.11）        124.13（11.40\~614.30）       0.756
  CD8^+^细胞                                                                                                     
   +30 d                58.57（3.76\~1 272.98）      88.30（0.45\~433.13）         76.90（0.15\~742.39）         0.879
   +60 d                576.26（141.15\~1 704.05）   360.72（67.22\~2 075.54）     374.78（56.69\~4 859.37）     0.459
   +90 d                513.51（120.74\~2 504.45）   850.89（41.41\~2 109.45）     971.12（23.41\~2 901.27）     0.489
  CD4^+^CD45RA^+^细胞                                                                                            
   +30 d                0.34（0\~2.31）              0.38（0\~8.48）               0.40（0\~1.18）               0.840
   +60 d                2.03（0\~36.99）             0.89（0\~189.58）             0.83（0.05\~2.34）            0.160
   +90 d                1.67（0.25\~86.90）          1.37（0.20\~190.21）          1.24（0.06\~33.84）           0.583
  CD4^+^CD45RO^+^细胞                                                                                            
   +30 d                21.31（0.58\~151.13）        19.77（0\~315.16）            26.83（0\~191.23）            0.859
   +60 d                133.24（10.63\~358.76）      85.67（11.90\~762.72）        75.44（23.38\~399.16）        0.571
   +90 d                81.93（9.28\~382.74）        115.97（6.77\~708.48）        122.08（10.77\~606.55）       0.657
  CD19^+^细胞                                                                                                    
   +30 d                5.68（0.50\~23.38）          7.61（0.49\~41.98）           2.55（0.49\~9.73）            0.045
   +60 d                11.58（0.24\~47.54）         15.29（1.27\~108.66）         10.94（0.57\~78.12）          0.956
   +90 d                5.93（1.32\~221.53）         18.45（0.42\~272.54）         4.24（0.15\~15.07）           0.026
  CD4^+^CD28^+^细胞                                                                                              
   +30 d                18.06（1.52\~48.04）         3.30（0\~129.20）             6.25（0\~37.14）              0.906
   +60 d                23.51（0.64\~135.19）        12.94（0.99\~140.50）         14.61（2.06\~209.89）         0.426
   +90 d                12.47（0.61\~105.57）        9.51（1.15\~183.46）          5.99（0.80\~69.66）           0.590
  CD8^+^CD28^+^细胞                                                                                              
   +30 d                20.98（0.17\~933.35）        25.24（0.08\~212.58）         29.90（0\~430.06）            0.872
   +60 d                145.69（2.59\~363.32）       67.27（1.58\~542.29）         106.58（6.61\~2 235.80）      0.079
   +90 d                139.04（6.84\~340.75）       104.43（2.97\~764.58）        158.63（6.69\~1 209.08）      0.485

注：HBMT：非体外去T细胞单倍型骨髓联合外周血造血干细胞移植

将成人高危组与儿童高危组合并为高危组，进一步与标危组比较，+30 d、+60 d及＋90 d各时间段免疫重建指标差异亦均无统计学意义（*P*\>0.05）。

讨论 {#s3}
====

本回顾性研究结果显示HBMT模式下高危与标危Ph阴性ALL CR1患者生存、复发及aGVHD等方面差异无统计学意义，从而我们用不同的患者人群再次证实HBMT模式能够克服高危患者的不良预后，使其达到与标危组患者相同的临床疗效。本研究为单倍型造血干细胞移植研究中首次同时纳入标危、成人高危及儿童高危Ph阴性ALL CR1患者，结果提示儿童高危组与成人高危及标危组LFS及OS率差异均无统计学意义，从而证明高危儿童患者采用HBMT仍然可取得良好临床效果，为高危儿童患者提供了一个有效的治愈手段。我所既往研究已证实父亲供者aGVHD发生率低于母亲供者[@b14]，儿童患者较成人患者更易拥有合适的父亲供者。本研究中儿童组患者在供者特征中父供子女比例明显高于成人组，由于病例数限制三组患者GVHD发生率差异并无统计学意义。

在HLA全相合及单倍型造血干细胞移植中均已证实早期T淋巴细胞的快速重建患者可取得更优的临床疗效[@b15]，且体外去T细胞的移植模式与非去T细胞移植模式相比抗感染及GVL效应明显减弱[@b16]，因而从不同的侧面说明T淋巴细胞重建对发挥GVL效应降低复发率及减少感染相关TRM有重要作用。不同的淋巴细胞亚群有不同的功能，只有相互之间处于平衡和制约，才能使GVL与GVHD，免疫功能恢复与移植后感染达到平衡和可控状态。细胞毒性T淋巴细胞（CTL）可通过直接杀伤病毒感染细胞减少移植后病毒感染，如CMV及EBV特异性CTL[@b17]，同时CTL又可针对肿瘤抗原攻击肿瘤细胞而减少白血病复发，如WT1抗原特异性CTL[@b18]。本组患者移植后100 d内CMV-DNA阳性率差异无统计学意义，推测三组患者取得了相当的特异性CTL重建。本研究中我们发现，高危组与标危组患者移植后早期重建差异均无统计学意义，说明高危与标危组T细胞重建在细胞数量层面达到相同水平。

allo-HSCT后T细胞重建可分为胸腺依赖的免疫重建与非胸腺依赖的免疫重建。胸腺依赖重建来自供者造血干／祖细胞，在胸腺微环境中分化成熟，可进一步增加T细胞受体多样性，使T细胞受体库逐渐恢复[@b19]--[@b20]。由于在移植后早期胸腺依赖的免疫重建速度缓慢，因此非胸腺依赖的免疫重建在早期免疫功能恢复中具有重要作用。非胸腺依赖的免疫重建主要由移植物中成熟T细胞介导（主要为初始T细胞与记忆T细胞），通过接触病原微生物或肿瘤抗原而迅速增殖分化，形成早期有功能的T细胞群。因此我们比较了CD4^+^ CD45RA^+^及CD4^+^ CD45RO^+^在高危组及标危组早期重建规律，结果显示标危组、成人高危组及儿童高危组之间差异均无统计学意义。我们进一步分析了三组能够活化的功能性T细胞亚群，即CD4^+^CD28^+^和CD8 ^+^CD28^+^ T细胞亚群，结果显示该功能性T细胞亚群重建也无明显差异。该结果说明三组可取得相当的早期T淋巴细胞重建，为高危组与标危组患者移植后能取得相同的临床疗效提供了支持。

B淋巴细胞作为一种重要的适应性免疫细胞，不但可通过提呈抗原协助杀伤病原体及肿瘤细胞，同时可分化为浆细胞维持造血干细胞移植后患者免疫球蛋白水平，减少胃肠道黏膜感染发生[@b21]。有研究发现HBMT模式下B细胞重建速度与患者预后相关，早期B细胞重建可明显改善患者预后，而B细胞重建差者有更高的TRM[@b22]。本研究中高危组与标危组有相似的B细胞（CD19^+^）重建，因此为两组相当的TRM、复发率及总生存提供了免疫学基础。成人高危组及标危组患者＋30 d B细胞重建均优于儿童高危组，提示Ph阴性ALL移植后成人与儿童B细胞重建可能存在差异，但具体免疫机制还需进一步研究。此外，本研究中成人高危组aGVHD发生率（12.5%）有低于其他两组患者（44.4%、46.7%）的趋势，但Mo等[@b4]在大样本病例研究中未发现成人高危组和标危组aGVHD发生率存在差异，提示本研究样本量可能偏少，高危组与标危组患者免疫重建相当的结论也需大样本临床研究进一步证实。

总之在HBMT模式下，移植前高危因素并没有影响Ph阴性ALL CR1患者预后，免疫重建相当或可从细胞免疫角度提供部分的解释。本文为回顾性分析，如能进一步设计前瞻性随机对照研究可能能够更好地分析HBMT克服Ph阴性ALL患者不良预后的机制。但本文从移植后免疫重建的角度为HBMT模式下高危与标危Ph阴性ALL CR1患者取得相同临床疗效提供了部分解释，也提示促进移植后免疫重建可能成为减少TRM及复发进而提高移植疗效的一个有效手段。
